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免疫球蛋白 IgG 对 H2 O2 所致内皮细胞损伤的抑制作用及其机制
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摘 要: 目的 探讨免疫球蛋白 IgG对 H2O2 诱导的内皮细胞的黏附分子和趋化因子的表达及作用机制。方法
IgG和 H2O2 加入内皮细胞中孵育 2 h，应用 RT-PCR以及实时定量 RT-PCR检测黏附因子( ICAM-1、VCAM-1、E-se-
lectin) 及趋化因子( MCP-1、CXCL-1、MIP-2) 的 mRNA 及蛋白表达; 进一步应用 Western blot 检测 IgG 对 H2O2 诱导
的 p38、ERK1 /2 和 JNK1 /2 的磷酸化情况。结果 H2O2 可显著诱导黏附分子( ICAM-1、VCAM-1 和 E-selectin) 、趋化
因子( MCP-1、CXCL-1、MIP-2) 的表达，而 IgG对 H2O2 诱导的这些因子的表达有抑制作用;且 IgG可抑制 H2O2 诱导
的 p38、JNK1 /2 和 ERK1 /2 的磷酸化。结论 IgG对 H2O2 诱导的内皮细胞黏附分子及趋化因子表达的抑制作用可
能通过抑制 p38、JNK1 /2、ERK1 /2 的信号通路实现，这可能是 IgG调节内皮细胞炎症的机制之一。
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Effect of immunoglobulin IgG on H2O2-induced endothelial cells and possible mechanism
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Abstract: Purpose To explore the effect of immunoglobulin ( IgG) on the expression of adhesion
molecules and chemokines in H2O2-induced endothelial cells( ECs) and possible mechanism． Methods -
Different concentrations IgG and H2O2 were added to ECs for 2 h． The levels of adhesion molecules
( ICAM-1，VCAM-1，E-selectin) and chemokines( MCP-1，CXCL-1，MIP-2) were determined by RT-PCR
and quantitative RT-PCR． Furthermore the effect of IgG on the expression of p38，JNK1 /2，ERK1 /2 in
H2O2-induced ECs was determined by Western blot analysis． Results IgG dose-dependently inhibited the
production of adhesion moleculus ( ICAM-1，VCAM-1，E-selectin ) and chemokines ( MCP-1，CXCL-1，
MIP-2) in the activated ECs induced by H2O2 ． Conclusion The inhibitory effect of IgG on adhesion mol-
ecules，chemokines expression induced by H2O2 in ECs might be mediated by p38、JNK1 /2、ERK1 /2 sig-
naling pathways．
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小鼠胰 岛 内 皮 细 胞 株 ( ATCC，美 国) ; Trizol、
DMEM 培养基、胎牛血清( Invitrogen，美国) ; 正常人
免疫球蛋白( IgG) ( Nihon pharmaceutical Co． ，Ltd． ，
日本) ，30% H2O2 ( Sigma，美国) ; HRP 标记山羊抗
大鼠 IgG 二抗 ( CST，美国) ; p38、ERK1 /2、JNK1 /2
磷酸化抗体( CST，美国) 。
2 方 法
2． 1 细胞培养、实时荧光定量 RT-PCR 检测黏附分
子及趋化因子的表达
内皮细胞株被传代培养至达到饱和后，同时加
入 H2O2 ( 100 μmol) 及不同剂量 IgG( 1，10，25 mg /
mL) ，对照组为生理盐水组，共孵育 2 h 后，收集细
胞。弃培养液上清，每孔加入 Trizol 1 mL，按常规
TRIzol 法提取各组细胞 RNA; 应用逆转录试剂盒
RevertAid First Strand cDNA kit 方 法 合 成 cDNA。
RNA 总量为 2 μg，cDNA 终体积为 20 μL，以 cDNA
各 1 μL 为模板，使用 RT-PCR 和实时定量 RT-PCR
检测黏附分子( ICAM-1，VCAM-1，E-selectin) 和趋化
因子( MCP-1、CXCL-1、MIP-2 ) 的 mRNA 表达变化。
引物序列见表 1。
表 1 实时定量 RT-PCR 引物序列
Tab． 1 Primers for Real-time RT-PCR
基因 序列
Mouse ICAM-1 5'-AACTGTGGCACCGTGCAGTC-3' 3'-AGGGTGAGGTCCTTGCCTACTTG-5'
Mouse VCAM-1 5'-TGCCGGCATATACGAGTGTGA-3' 3'-CCCGATGGCAGGTATTACCAAG-5'
Mouse E-selectin 5'-CTTTAGCTTGCATGGCTCAGCTC-3' 3'-TTCCGCTGCAGCTCATGTTC-5'
Mouse MCP-1 5'-GCATCCACGTGTTGGCTCA-3' 3'-CTCCAGCCTACTCATTGGGATCA-5'
Mouse CXCL-1 5'-GCTTGAAGGTGTTGCCCTCAG-3' 3'AGAAGCCAGCGTTCACCAGAC-5'
Mouse MIP-2 5'-CACTCTCAAGGGCGGTCAA-3' 3'-AGGCACATCAGGTACGATCCA-5'
Mouse β-action 5'-CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC-3' 3'-ATGGAGCCACCGATOCCACA-5'
2． 2 细胞培养、提取蛋白及 Western blot 检测
MAPK激酶的磷酸化
内皮细胞株被传代培养至达到饱和后，Western
blot 检测分三部分: ①细胞中加入不同剂量 H2O2
( 1，10，100 μmol) 分别刺激 2，5，10 和 20 min，以检
测不同浓度不同时间 H2O2 诱导的 p38、ERK1 /2、
JNK1 /2 蛋白的磷酸化; ②细胞中同时加 H2O2 ( 100
μmol) 和 IgG( 1，10 ，25 mg /mL) 共孵育 10 min，以
检测 IgG 对 H2O2 诱导的 ICAM-1、VCAM-1 及 E-se-
lectin 蛋白表达的作用; ③细胞同时加 IgG( 1，10，25
mg /mL) 和 H2O2 ( 100 μmol) 共孵育 10 min，以检测
IgG 对 H2O2 诱导的 p38、ERK1 /2、JNK1 /2 磷酸化的
抑制作用。细胞孵育相应时间后，弃培养液，磷酸盐
缓冲液( PBS) 清洗，加裂解液裂解细胞，测定蛋白浓
度，加入 5 × 蛋白上样缓冲液 100 ℃ 5 min 使蛋白变
性，制备 SDS-聚丙烯酰胺凝胶( 5%分离胶和 10%的
浓缩胶) ，每孔加蛋白样品 20 ～ 100 μg，电泳( 积层
胶: 电泳 80 V，30 min 分离胶: 电压 100 V，75 min) ，
湿法转膜( 100 V 恒压下 45 min) ，5% BSA-TBST 缓
冲液室温封闭 1 h 或 4 ℃过夜，一抗室温 1 h，TBST
洗膜 5 次，二抗室温孵育 1 h，TBST 洗涤 5 次，加 Su-
per Signal 发光试剂显影，化学发光检测仪 ( Amer-
sham Bioscience) 检测荧光强度。
2． 3 统计学分析
数据均以( x ± s) 表示，均数比较采用 SPSS13 版
软件分析，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
3 结 果
3． 1 IgG对 H2O2 刺激内皮细胞黏附分子 mRNA的
表达
普通 PCR( 图 1) 和荧光定量 PCR( 表 2) 的结果
显示，H2O2 能显著上调 ICAM -1、VCAM -1 以及 E-
selectin 表达( 与对照组比较: P ＜ 0． 01) ; IgG 可剂量
依赖的抑制 H2O2 诱导的 ICAM-1、VCAM-1 和 E-se-
lectin 的表达，且剂量达到 25 mg /mL 时抑制作用最
明显，其中 ICAM-1、VCAM-1、E-selectin 均有显著降
低( 与 H2O2 组比较: P ＜ 0． 05) 。
3． 2 IgG对 H2O2 诱导的内皮细胞黏附分子的蛋白
表达
图 1 IgG 对 H2O2 诱导的内皮细胞黏附分子 mRNA 的影响
( 普通 RT-PCR)
Fig． 1 Effect of IgG on mRNA expression of adhesion molecules
in the activated ECs induced by H2O2 ( RT-PCR)
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表 2 IgG 对 H2O2 诱导的内皮细胞黏附分子 mRNA 的影响( 荧光定量 PCR)
Tab． 2 Effect of IgG on mRNA expression of adhesion molecules in the activated ECs induced by H2O2 ( Real-time RT-PCR)
组 别 ICAM-1 VCAM-1 E-selectin
生理盐水 1 ± 01 1 ± 02 1 ± 02
IgG 25 mg /mL 1． 23 ± 0． 351 1． 36 ± 0． 422 1． 58 ± 0． 221
H2O2 100 μmol 2． 05 ± 0． 44 8． 06 ± 0． 81 3． 51 ± 0． 82
H2O2 + IgG 1 mg /mL 1． 60 ± 0． 36 7． 12 ± 0． 52 1． 98 ± 0． 77
H2O2 + IgG 10 mg /mL 1． 19 ± 0． 44 0． 85 ± 0． 481 0． 86 ± 0． 392
H2O2 + IgG 25 mg /mL 1． 10 ± 0． 231 0． 66 ± 0． 372 0． 62 ± 0． 192
与 H2O2诱导组比较: 1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01
Compared with H2O2 group: 1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01
Western blot 结果( 图 2 ) 表明，IgG 对 ICAM-1、
VCAM-1 和 E-selectin 的蛋白表达和 mRNA 表达趋
势一致，即 IgG ( 25 mg /mL) 可显著抑制 H2O2 上调
的这三种黏附分子的表达。
图 2 IgG 对 H2O2 诱导的内皮细胞黏附分子蛋白表达的影响
Fig． 2 Effect of IgG on protein expression of adhesion mole-
cules in the activated ECs induced by H2O2
3． 3 IgG对 H2O2 刺激内皮趋化因子 mRNA的表达
普通RT-PCR ( 图3 ) 和实时定量PCR ( 表3 ) 结
果显示，H2O2 可显著上调 MCP-1、MIP-2 和 CXCL-1
的表达( 与生理盐水组比较: P ＜ 0． 05 ～ 0． 01 ) ，IgG
可剂量依赖的下调 MCP-1、CXCL-1 和 MIP-2 的表
达，且剂量为 25 mg /mL 抑制作用最明显( 与 H2O2
组比较: P ＜ 0． 01) 。
图 3 IgG 对 H2O2 诱导的内皮细胞趋化因子的作用( 普通
RT-PCR)
Fig． 3 Effect of IgG on mRNA expression of chemokines in the
activated ECs induced by H2O2 ( RT-PCR)
表 3 IgG 对 H2O2 诱导的内皮细胞趋化因子的作用( 荧光定量 PCR)
Tab． 3 Effect of IgG on mRNA expression of chemokines in the activated ECs induced by H2O2 ( Real-time RT-PCR)
组 别 MCP-1 CXCL-1 MIP-2
生理盐水 1 ± 02 1 ± 01 1 ± 02
IgG 25 mg /mL 2． 64 ± 0． 921 1． 64 ± 0． 25 1． 01 ± 0． 22
H2O2 100 μmol 7． 06 ± 1． 34 2． 61 ± 1． 01 5． 73 ± 1． 51
H2O2 + IgG 1mg /mL 5． 38 ± 1． 28 1． 96 ± 0． 92 4． 67 ± 0． 83
H2O2 + IgG 10mg /mL 2． 43 ± 0． 441 0． 86 ± 0． 28 1． 86 ± 0． 45
H2O2 + IgG 25mg /mL 2． 04 ± 0． 232 0． 75 ± 0． 172 1． 27 ± 0． 392
与 H2O2诱导组比较: 1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01
Compared with H2O2 group: 1P ＜ 0． 05，2P ＜ 0． 01
3． 4 不同剂量不同时间 H2O2 刺激内皮细胞后
MAPK激酶的磷酸化
Western blot 结果( 图 4 ) 显示，H2O2 在剂量达
到 10 μmol 且时间大于 5 min 时可诱导 p38 的磷酸
化，而在剂量达到 100 μmol 时 2 min 以上即可诱导
p38 的磷酸化; 而 ERK1 /2 和 JNK1 /2 均需剂量达到
100 μmol 才可显著诱导其磷酸化。
3． 5 IgG对 H2O2 诱导内皮细胞MAPK激酶的磷酸化
Western blot 结果( 图 5) 表明，H2O2 ( 100 μmol)
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图 4 H2O2 内皮细胞 MAPK 激酶的磷酸化作用
Fig． 4 Phosphorylation of MAPK in activated ECs induced by
H2O2
图 5 IgG 对 H2O2 诱导的内皮细胞 MAPK 磷酸化的作用
Fig． 5 Effect of IgG on MAPK phosphorylation in the activated
ECs induced by H2O2
是参与 AS 和 CHD 发病机制的重要因素之一［12-14］。
趋化因子是一类能够趋化细胞定向移动的小分子细






态，分泌 MCP-l、CXCL-1、巨噬细胞集落刺 激 因 子










激过 程，结 果 显 示，H2O2 可 显 著 上 调 黏 附 分 子








疫球蛋白 IgG 可显著抑制过 H2O2 上调的内皮细胞
中黏附分子( ICAM-1、VCAM-1、E-selectin) 和趋化因
子( MCP-1、CXCL-1、MIP-2 ) 炎症因子的产生，这些
结果与以往的报告一致［18］。
此外，我 们 发 现，H2O2 可 诱 导 p38，JNK1 /2，
ERK1 /2 的磷酸化，而 IgG 可显著抑制 H2O2 诱导的
p38、JNK1 /2 及 ERK1 /2 的磷酸化。这些结果表明，
IgG 抑制 H2O2 诱导的上述因子的表达通过阻断
p38、JNK1 /2、ERK1 /2 信号通路。我们推测，IgG 可
抑制 p38、JNK，ERK 的激活，从而抑制 NF-κB 活性，
而这还需进一步研究。
总之，我们的研究提出了一种可能的机制，即免
疫球蛋白 IgG 可抑制 H2O2 诱导的内皮细胞黏附分
子和趋化因子的表达，而此作用是通过抑制 p38、
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杂蛋白，具 有 载 量 大、分 辨 率 好、流 速 高 等 优 点。
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